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Extracellular enzymes produced by bacteria isolated from marine invertebrates 
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ABSTRACT 
in order to se lect marine bacteria with the ability to produce extracellular enzymes (EEC), samples 
lrom Argopecten purpuratus and Crassostrea gigas in cultivation as well as Irom other intertidal and 
benthic invertebrates were analyzed . The selection 01 producer EEC strains was carried out in Marine 
Agar (MA) with addition 01 the relevant substratum (starch, casein, tween-80, lecithine, DNA and 
gelatine). The EEC producer strains evaluation was carried out on 102 isolates. 
The results show that bacteria associated to A purpuratus and C. gigas have the best multienzymatic 
activities; however, Semimyti/us a/gosus, Tetrapigus niger and Thais chocoiata are also importan! 
sources 01 bacteria producers 01 EEC. The qualitative multienzymatic activity in MA (clear or opaque 
zones around the colonies in mm 01 diameter) varied Irom 6 to > 16 mm. The Irequency 01 multienzymatic 
production was caseinase 62,74%, tween-esterase 57,84%, amylase 52 ,94%, gelatinase 38,23%, 
ONAse 33,3%, agarase 5,43% and lecithinase 90,0%. The results suggest the possibility 01 using 
native strains lor biotechnolog ica l purposes. 
Key words : extracellular enzymes , metabolites, marine bacteria, inve rtebrate , marine biotechnology. 
En ambientes marinos , la búsqueda y ais­
lamien to de cepas de bacteri as nativas pro­
ductoras de substancias bi oactivas ~e ha rea­
[izado a partir de diversas muestras (Martin, 
1976; Martin y Bianchi , 1980; Prieur, 1989) 
Entre estas subs tancias destacan las "E nzimas 
E xtracelul a res" (EEC), cuyo desarrollo en 
e l sector industrial se ha producido en forma 
explos iva en los últimos años 
(Chandrasekaran, 1997). Las enzimas m icro­
bianas procedentes de microorganismos de 
ambie ntes acuático s incluyen amila sa s, 
glucamilasas, glucosai somerasas, proteasas, 
pec tinasas (Stanley & S tanley, 1986) y otros 
como agarasas, quitinasas, a lg inasas , lipasas, 
Dmlsas y esterasas (Fen lcal y Jensen. 1993). 
La mayoría de es tas enzimas tienen ap lica­
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ción biotecnológica, especialmente en la indus­
tria alimentaria (S tanJey y SlZll1ley, 1986). 
Las enzimas proteolíticls y lipolíticas ac­
lúan sobre di versos substralos naturales y s in­
té ti cos y son principalmente utilizadas en la 
indu s tri a co rno de terge ntes , e n tan to las 
am il asas, ge la linasas, cascinasas y agarasas 
se empl an como ad itivos en la ind ustria 
ali mentar ia (Barzana y López-Munguía, 1995). 
E l presente estudio tiene corno objetivo cen­
tra l sel eccionar cepas nativas de bacterias 
marinas hi pe rproductoras de EFe. Para ello, 
muesl ras de invertebrados in lc rmarea les y 
benlónicos fueron recolectadas en la Bahía de 
Ancón ( " an Franci sco" y "Pu nta LA 
CRUZ", respecti vamen te). As imi smo, mues­
lras de Argopecren purpurarus "concha de 
abanico" y Crassostrea gigas "ostra" fue­
ron recolectadas en las zonas de cultivo "El 
Carbón" y "La Tiza" (Bahía de Pucusana) y 
en la Isla San Lorenzo (Ca llao). Los organ is­
mos intermareales y bentónicos fueron obte­
nidos mediante recolección directa y por bu­
ceo respec tivamente, y la s muestras de 
Argopeclen purpuralus y Crassoslrea gigas 
fueron tomadas directamente de las "linter­
nas de cultivo". Las muestras fueron proce­
sadas según la metodología descrita por León 
( 1996), uti Iizando el Agar Marino de ZoBell 
(AM) como medio de aislamiento bacteriano. 
Para la selección de cepas productoras de 
EEC, se utilizó el método de formación de 
"Illacrocolonias". El AM sirvió como medio 
base al cual se incorporaron los substratos co­
rrespondientes (almidón, caseína, tween-80. 
lecitina y DNA) en una concentración de 1% 
(p/p). La actividad frente a la gelatina fue eva­
luada en el medio AM con adición de ge latina 
microbiológica al 12% (p/p). Las cepas culti­
vadas fueron incubadas a 22 oC hasta por 10 
días. La acti vidad enzi mática de las cepas so­
bre los subs tratos en prueba fue dete rminada 
por la presencia y tamaño de las zonas de 
hidróli s is alrededor de las macrocolonias. Asi­
mi s mo, 6 cepas aisladas de Argopecten 
purpuralus y 4 de Crassoslrea gigas en cul­
tivos fueron identificadas a nivel de género 
utilizando esquemas de identificación para 
bacterias marinas segú n Oliver ( 1982) Y 
Sawabe el al. ( 1995). 
Se aislaron un total de 102 cepas de bacte­
rias (45 provIenen de organIsmos 
intermareales, 47 de bentónicos, 6 de 
Argopecte/l pllrpuralLls y 4 de Crassoslreo 
gigas), las cuales fueron evaluadas po r su 
capacidad de producir substancias con activi­
dad muJtienzimática (Tabl a 1, '2 y 3). La ac­
ción enzimática de las cepas en estudio sobre 
diversos substratos mue stra resu Itados homo­
géneos. S in embargo, cabe resaltar que las 
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cepas provenientes de Semimylilus algosus 
"chorito neg ro" (ce pa Chol-Al) y de 
Tetrapigus nige r "erizo negro" (cepas Eri5­
Al y Eri7-Al) cuentan con mejor actividad 
muJtienzimática, llegando inclus ive a actuar 
frente a 5 substratos diferentes. siendo las más 
importantes la actividad amilolítica (ami/asa). 
proteolítica (case inasa) y lipolítica (tween 
esterasa) (Tabla 1). Las cepas provenientes 
de ArgopecteJl' purpuralus de vida libre (cepa 
Cab3-AIl) , Telrapigus niger "erizo negro" 
(cepas Eri2-AII, Eri3-AIl) y Thais chocolala 
"caracol" (cepa Cch l-AH) mostraron igu al­
mente mayor act ividad multienzimática (Ta­
bla 2). Resultados sim ilares fueron obtenidos 
por Harri s ( 1993), quien analizó la actividad 
mu ltienzimática de bacterias aisladas del tracto 
intestinal de varias especies de invertebrados 
acuáticos, demostrando que una gran propor­
ción de crustáceos y moluscos estudiados eran 
portadores de bacterias con actividades 
enzim,üicas principalmente proteolíticas, 
lipolíticas y quitinolíticas; en cambio, las bac­
terias ce luloJíticas eran escasas. Relacionado 
a este último, queda por invest igar la relación 
de ciertos miembros de la microflora intesti­
nal capaces de producir exoenz imas con los 
requeri mientos al imenticios de especies de in­
vertebrados hervíboros y detritíboros. En el 
presente estudio también se reporta la activi­
dad agarolítica de ciertas cepas; s in embargo, 
fueron pocas las bacterias aisladas con capa­
cidad de producir agarasas. Al respec to, León 
el al. (1998) en aislamientos previos lograron 
obtener cepas hiperproduc toras de agarasas 
a partir de otros invertebrados intermareales. 
La Tabla 3 y Figuras 1,2,3,4,5 y 6 mues­
tran los resultado s de la actividad 
multi enzimática de EEC de 10 cepas prove­
nientes de Argopecten purpuralas y 
Crassoslrea gigas en cu ltivos (Pellón, 2000) 
Cabe resaltar que la totalidad de las cepas 
mostraron ac ti vidClJ~s más contundentes com­
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paradas con aquellas producidas por cepas 
provenientes de organismos intermareales y 
bentónicos. La identificación preliminar de 
estas cepas determinó a Vibrio como el gé­
nero que predomina. Otras cepas identifica­
das pertenecen a los géneros Flavobacterium, 
Moraxella y Flexibacter. 
Es importante resaltar que de un total de 
102 aislados (100%) previamente selecciona­
dos por tener alguna actividad enzimática 
extracelular, la frecuencia de cepas que pre­
sentan actividades multienzimáticas es como 
sigue: caseinasa 62,74, tween-esterasa 57,84%, 
amilasa 52,94%, gelatinasa 38,23% y ONAsa 
33,3%. La producción de agarasa (5,43%) y 
lecitinasa (90%) fue evaluada en 92 y 10 ce­
pas respectivamente (Tabla 4). Al respecto, 
Marty y Martín (1992), estudiando bacterias 
marinas asociadas a organismos marinos (ce­
pas epibiontas), aislaron numerosas cepas na­
tivas productoras de exoenzimas. Por su par­
te, León (1996) aisló cepas de Pseudomonas, 
Vibrio," Alteromonas, Flavobacterium, 
Cytophaga y Micrococcus provenientes del 
neuston marino que, además de mostrar acti­
vidades inhibitorias de amplio espectro frente 
a bacterias ictiopatógenas, también evidencia­
ron capacidad de producir EEe. En este estu­
dio, nuestros resultados muestran la presen­
cia de numerosas cepas nativas productoras 
de EEC con actividad multienzimática asocia­
das a invertebrados poco explorados. Estas 
propiedades de las bacterias marinas podrían 
ser aprovechadas para un posible o eventual 
explotación biotecnológica . Estudios subsi­
guientes determinarán las potencialidades 
microbianas de origen marino de producción 
de otras enzimas de interés in dustrial 
(quitinasas, celulasas, pronasas, alginasas y 
otras). 
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Tabla 1. Actividad multienzimática de 45 cepas de bacterias marinas aisladas de invertebra­
dos intermareales recolectados en la Bahía de Ancón, Lima, Perú, 1999 
Cepas aisladas A tividad enzimálica (') Invertebrados (n=45) 2 3 4 5 6 
Temistes hemaghe 
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Semimytilus algosus 














































































































































1: AMILASA;2: CASEINASA;3: TWEEN-ESTERASA;4: DNASA;5: GELATINASA;6: AGARASA 
(0) Halos de actividad enzimática (en mm de diámetro): +=<8mm ++ = 8-16mm +++=>16 mm 
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Tabla 2. Actividad multienzimática de bacterias marinas aisladas de invertebrados bentónicos 
de "Punta Cruz", Ancón, Lima, Perú. 1999 
A tividad enzimática (') Cepas aisladasInvertebrados 47 2 3 4 5 6 
Argopecten purpuralus 
"concha de abanico" 
Cabl-AII 
Cab2-AII 
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++ ++ + + 
1: AMILASA;2: CASEINASA; 3: TWEEN-ESTERASA;4: ONASA;5: GELATINASA;6: AGARASA 
( +) Halos de actividad enz imáti ca (en mm de diámetro): +=<8 mm ++=8-16mm +++ = >16mm 
(,Ialga (muestra referencial ). 
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Tabla 3. Actividad multienzimática de 10 bacterias marinas con identificación preliminar y 
aisladas de Argopecten purpura tus "concha de abanico" y Crassostrea gigas 'bstra" en culti­
vos 
CEPAS Gelatina Caseína Almidón DNA Tv.een..aO Lecitina GENERO 
CA.S' ++ +++ ++ ++ ++ + No identificado 
CA.6 ++ +++ +++ + + Vibrio 
CA.S + + ++ + Flexibacter 
CA.21 ++ ++ + ++ ++ ++ Vibrio 
CA.2S ++ +++ ++ +++ ++ Moraxella 
CA.34 ++ + ++ ++ + Vibrio 
OS.13" +++ +++ ++ ++ ++ ++ Vibrio 
OS.16 ++ +++ + ++ +++ ++ Flavobact­
erium 
OS.26 ++ +++ ++ + ++ ++ Flavobact­
erium 
OS.49 ++ + ++ + Vibrio 
* Cepas CA proceden de Argopecten purpuratus "concha de abanico" 
** 	 Cepas OS proceden de Crassostrea gigas "ostra". 





+++ :> 16mm 

Tabla 4. Frecuencia de bacterias marinas con actividad exoenzimática expresada en por­
centaje 
Cepas con actividad 
SUBSTRATO EEC enzimática 
N°Itotal % 
CASEíNA Caseinasa 64/102 62,74 
TWEEN-80 Tween-esteresa 59/102 57,84 
ALMIDÓN Amilasa 54/102 52,94 
GELATINA Gelatinasa 39/102 38,23 
DNA DNAsa 341102 33,33 
AGAR Agarasa 5/92 5,43 
LEClnNA Lecitinasa 9/10 90,0 
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Fig. 2. Producción tween 
este rasa po r las cepas 
CA .21. 08 .26 . CA .34, 
0 8 .16 y 08.49. La fo rma­
ción de un halo opaco alre­
dedor de las colonias evi­
dencia la actividad de esta 
enzima. 
Producc ,ón de enzim;" c xt racelu l ar~s 
Fig. 1. Producción de 
lecitinasa y fosfolipasa por 
las cepas CA.21, 08.26, 
CA.34, 08.16 y 08.49. La 
actividad de la primera se 
evidencia por la formación de 
un halo blanquecino (muy 
notorio en la cepa 0 8.26) y 
Y la segunda por un halo 
transparente alrededor de 
las colonias. 
Fig . 3 . Producción de 
case inasa por las cepas 
CA .2 1, 08 .26 , CA .34, 
08.1 6 y CA.6. La fo rmación 
de un halo transparente 
(muy notorio en las cepas 
CA.6 y 08.16) indica la ac­
tividad de esta enzima. 
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Fig. 5. Hidrólisis de la Ge­
lat ina por las cepas CA.21 , 
OS.26, CA.34, OS. 16 y 
CA.6, cuyas colonias pre­
sentan un halo transparen ­
te como producto de la ac­
tivi dad en zimática de la 
gelatinasa microbiana. 
Fig. 4. Hidrólisis de DNA por 
las cepas CA.5, CA.25, 
OS.13 Y OS.49. El halo 
transparente alrededor de 
las colonias indica actividad 
de la DNAsa, muy evidente 
en la cepa CA.25. 
Fig. 6. Capacidad 
amilolítica de las cepas 
CA .21, OS .26, CA.34, 
OS.16 Y CA.6 en Agar Ma­
rino con almidón . la activi­
dad enzimática se evidencia 
por la formación de un halo 
transparente alrededor de 
las colonias. 
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